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はじめに
生体には、多種多様な糖鎖が存在しこれらは構成や
結合様式・分岐構造の違いにより、細胞間認識におい
て重要な役割を果たしている????。
その一つの例として免疫があげられる。ヒトをはじ
めとする高等動物、植物、菌類には病原体から体を守
るために免疫という仕組みが備わっている。免疫系に
は、病原体が感染するとただちに病原体を攻撃するよ
うなしくみである自然免疫系と、時間はかかるが特異
性をもつ抗体を産出し個々の病原体に対して反応する
獲得免疫系があるが、いずれも「自己」と「非自己」
を糖鎖などの認識によって行っている。最近、自然免
疫系と獲得免疫系をつなぎそれらの機能を増幅するナ
チュラルキラーＴ細胞(ＮＫＴ細胞)が注目をあびてい
る。
ＮＫＴ細胞は、ＮＫマーカーを有するＴ細胞であり、
Ｔ細胞の受容体とは異なり、α鎖は多様性のない１種
類のＴ細胞の抗原受容体(Ｖα14)しか発現していない
特徴を持つ。そのため、Ｔ細胞の受容体は主としてタ
ンパク質を認識するのに対して、ＮＫＴ細胞抗原受容
体は、タンパク質ではなく糖脂質であるα-ガラクトシ
ルセラミドを認識する??(図１)。そして、認識すること
で免疫系を活性化し高い抗腫瘍効果をもたらす??
(図２)。そのため、α-ガラクトシル化された糖鎖は、
多様な研究用途に用いられ、未知の生命現象の解明に
重要な役割を果たしている。本研究ではＮＫＴ細胞の
活性化に関わるα-ガラクトシルセラミドを模したα-
ガラクトシルセラミドアナログを脂質修飾酵素によっ
て効率的に合成し、医療へ応用することを目的とした。
脂質修飾酵素
現在までに糖鎖をα-ガラクトシル化する方法とし
て有機化学的手法、酵素的手法、酵素化学的手法など
の合成例があるが、合成するまでに水酸基の保護、脱
保護などの複雑な過程があり、多くのステップや高度
な技術や有害な試薬を必要とする。そこで、グリコシ
ダーゼによる加水分解の逆反応である糖転移反応を用
いて１ステップの合成で脂質へのα-ガラクトシル化
を試みた。
しかしながら、本酵素反応による脂質へのグリコシ
ル化は、困難を供なっていた。グリコシダーゼは、水
中で活性を発揮するものであり、水中へ溶解しない脂
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図１．α-ガラクトシルセラミド
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質への糖転移は不可能、もしくは極めて低収率であっ
た。我々の前段階の検討実験においても目的物は一切
得られなかった。
そこで、水、有機溶媒の二層系を試すことにした。
酵素は表面が親水基で覆われているので水溶性であ
り、有機溶媒中では、変性し失活してしまうため、い
くつかの例外を除いて有機溶媒中では、ほとんど機能
しない。そこで、本研究では酵素の表面を脂質で覆っ
た脂質修飾酵素を作成し有機溶媒中に均一に溶解させ
る方法を用いた(図３)。脂質修飾酵素は、酵素表面の
親水基と脂質の親水基が水素結合で結合し、二本の長
いアルキル基を外側に向けた構造であり、均一有機溶
媒中や水-有機溶媒二層系で効率良くグリコシル化反
応を進行することができる????(図４)。
図２．NKT細胞による抗腫瘍メカニズム
図３．脂質修飾酵素のイメージ
図４．脂質修飾酵素による有機溶媒中でのグリコシル反応
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脂質修飾酵素の調製
ポリエチレングリコールモノステアレート(50mg)
を酢酸ナトリウムバッファー(pH ＝ 5.0,20mL)
に加え50℃にて、分散させた。続いて、常温に戻した
後、α-ガラクトシダーゼ(スミチームAGS；新日本化
学工業株式会社)40mg(1500U)を加え、30℃にて
24時間インキュベートした。反応終了後、12000 r.p.
m.,10℃にて５分間遠心分離を３回行い、脂質修飾酵
素スミチームAGSを得た。
α-ガラクトシルセラミドアナログの合成
酢酸ナトリウムバッファーにメリビオースを溶解し、
それを糖供与体として用い、有機層にジイソプロピル
エーテルを用い、糖受容体として1-オクタノール、糖転
移触媒として脂質修飾したα-ガラクトシダーゼを添
加した。その後、緩やかに撹拌しながらインキュベー
トし、グリコシル化反応を行い、目的としたα-ガラク
トシルセラミドアナログを得た。(Schme)
まとめ
本研究では、脂質修飾したAspergillus niger由来
のα-ガラクトシダーゼを用いた糖転移反応により、α-
ガラクトシルセラミドアナログの酵素的合成を達成し
た。得られた化合物はＮＫＴ細胞活性などが見込まれ、
免疫療法などへの応用が期待できる。
また本研究において開発したαガラクトシル化の方
法は、ガン、肺炎などに関わるαガラクトシル化した糖
鎖合成にも応用することができ、効率的なα-ガラクト
シル化の糖鎖合成手法の一つと成り得る。
実験の部
一般操作
メリビオースは東京化成株式会社製、有機合成試薬、
反応溶媒、カラム溶媒は和光純薬工業株式会社製のも
のを使用した。
?H NMRは日本電子400Hzを用いて測定し、TLC
はsilica gel 60F???を用い、検出は発色試薬(10％
H?SO?・EtOH)によった。
α-ガラクトシルセラミドアナログの合成
メリビオース(200mg,0.58mmol)を酢酸ナトリ
ウムバッファー(50mM,pH ＝ 5.0,1.6mL)に溶
解し10wt ％の濃度に調製した。続いて、ジイソプロ
ピルエーテル(１mL)、脂質修飾したαガラクトシダー
ゼ(50μL)加え、30℃にて７日間インキュベートした。
反応終了後、逆層カートリッジカラム(Alltech HP
 
Reversed-Phase Column)に供し、H?O：MeOH＝
８：２(２ mL), H?O：MeOH＝１：１(２ mL),
H?O：MeOH＝２：８(４mL),MeOH(２mL)の順
で溶出し、溶出液(H?O：MeOH＝２：８)画分にて目
的化合物を得た。
?H NMR(CD?OD)：
δ0.88(t,3H),1.29(ⅿ),1.61(ⅿ),
3.61-3.73(ⅿ),3.78(?),3.85(br-d),4.77(d).
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